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j= (54) Title: METHOD FOR PREPARING AN EXTRACELLULAR MATRIX AND ITS USE FOR TUMOR CELL CULTURE 

S (54) Titre : PROCEDE DE PREPARATION D'UNE MATRICE EXTRACELLULAIRE ET SON UTILISATION POUR LA 
= CULTURE DE CELLULES TUMORALES 

(57) Abstract: The invention concerns a method for preparing an isolated extracellular matrix, secreted by tumor cells, in particular 
epitheliomatous cells, methods for tumor cell culture using such a matrix, the use of such a matrix for producing a tumor cell line 
as well as novel tumor cell lines obtained by said method. The invention also concerns a method for selecting a compound capable 
S?^ of inhibiting the growth and/or proliferation of tumor cells, the use of said compounds as medicine for cancer treatment as well as a 
diagnosis or prognosis method in vitro by chromosomal analysis using said matrices. The invention further concerns a reactor or a 
kit for cell culture comprising such an extracellular matrix. 



(57) Abrege : La pr6sente invention a pour objet un proc^de" de preparation d'une matrice extracellulaire (MEC) isol6e, s6cr6tee par 
des cellules tumorales, notamment des cellules 6pith61iomateuses, des proc£d£s de culture de cellules tumorales mettant en oeuvre 
une telle matrice, Tutilisation d'une telle matrice pour rStablissement de lignee cellulaire tumorale ainsi que de nouvelles lign6es 
cellulaires tumorales obtenues par ce proc£de\ L' invention conceme Sgalement une m^thode de selection de compose* capable d'inhi- 
ber la croissance et/ou la proliferation de cellules tumorales, 1' utilisation de tels composes comme m6dicament pour le traitement du 
£^ cancer ainsi qu'une mSthode de diagnostic ou de pronostic in vitro par analyse chromosomique mettant en oeuvre de telles matrices. 
La pr^sente invention a aussi pour objet un nSacteur ou un kit pour la culture cellulaire comprenant de telle MEC. 
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PROCEDE DE PREPARATION D'UNE MATRICE EXTRACELLULAIRE ET SON 
UTILISATION POUR LA CULTURE DE CELLULES TUMORALES 

La pr6sente Invention a pour objet un procede de preparation d'une matrice 
5 extracetlulaire (MEC) isolee, secretee par des cellules tumorales, notamment des 
cellules £pitheliomateuses, des procedes de culture de cellules tumorales mettant en 
ceuvre une telle matrice, ('utilisation d'une telle matrice pour retablissement de lignee 
cellulaire tumorale ainsi que de nouvelles lign&es cellulaires tumorales obtenues par 
ce proc£d£. L'invention conceme egalement une methode de selection de composes 

10 capables dlnhiber la croissance et/ou la proliferation de cellules tumorales, ('utilisation 
de tels composes comme medicament pour le traltement du cancer ainsi qu'une 
methode de diagnostic ou de pronostic in vitro par analyse chromosomique mettant en 
ceuvre de telles matrices. La pr6sente invention a aussi pour objet un reacteur ou un 
kit pour la culture cellulaire comprenant de telle MEC. 

15 Les tumeurs solides, 6pith6liomateuses en particulier, sont difficiles & mettre en 

culture et, le cas echeant, & etre propagfees in vitro sous forme de lignees. Une tumeur 
soiide canc6reuse presente, outre son contingent epithelial malin (cellules 
cancereuses sensu stricto), un contingent de cellules stromales (fibroblastes, cellules 
endotheiiales des vaisseaux tumoraux) sans lequel les cellules malignes ne peuvent 

20 se developper in vivo. 

Qu'fl s'agisse des epithelia ou des cellules de soutien, tous les tissus 
s'organisent et se polarisent a partir d'une lame basale constitute de matrice 
extracellulaire (MEC), ensemble d'integrines, de proteoglycane, de proteines laminines 
et de recepteurs de facteurs de croissance. La composition et la structure de cette 

25 MEC sont sp6cifiques d'un tissu donne. 

Sous la lame basale, et dans le cas d'un epithelium, le tissu conjonctif de 
soutien est forme de fibroblastes, de macrophages, de mastocytes, et de cellules 
endotheiiales des vaisseaux nourrissant ce tissu de soutien. Un tel tissu conjonctif 
synthetise une MEC tres abondante lui permettant de repondre aux tensions, 

30 essentiellement mecaniques. 



Quant a la MEC des epithelia, elle a un triple role : 

- maintien des genes dans leur contexte tissulaire, 

- induction de la morphogenese apr6s adhesion cellulaire, 

- prevention de Fapoptose et de I'invasion tumorale (pour corollaire, invasion si 



35 phenom^ne de degradation). 
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La composition precise de la MEC des cellules epitheliales et des cellules 
conjonctives n'est pas connue a I'heure actuelle. 

Parmi les reactifs utilises pour am6liorer I'adhesion sur un support de cellules 
canc6reuses, on peut citer par exemple certaines prolines constitutives de matrice 
5 extracellulaire secrefee par la lame basale d'un epithelium, telles que la laminine, le 
collagene IV, ou encore la gelatine, commercialisms par de nombreux laboratoires 
commerdaux. Ces reactifs sont applicables en monocouche sur le plastique des 
flacons de culture. 

On peut egalement citer les complexes multiprofeiques tels que MatrigeKS) 
10 (« membrane basale-like ») proposes par le Societe Sigma (USA). Ces complexes 
sont de composition inconnue sont extraits g6n6ralement a partir de tumeurs 
exp6rimentales aprfes une 6tape de lyse cellulaire. 

On peut encore citer les matrices extracellulaires issues de cellules de cordon 
ombilical et commercialisees par certains Laboratoires Acad6miques Universitaires. 
15 On peut en outre citer le s6rum de veau foetal, contenant des facteurs de 

croissance et d'adhilrence, utilise dans le milieu de culture de cellules qui favorise 
I'adh&sion des cellules carcinomateuses. 

En g6n6ral, si ces reactifs favorisent I'adhesion des cellules cancereuses, ceux- 
ci ne permettent pas de stimuler leur proliferation ou de stimuler leur proliferation de 
20 maniere constante, ceci du notamment aux variations des lots de fabrication et ainsi 
de leur qualite. 

On peut enfin citer la technique de fabrication d'une matrice extracellulaire 
proposee par Gospodarowitcz et al. (Endocrine Reviews, 1 (3):201-227, 1980), & partir 
de cellules endotheliales de cornee de bceuf utilise pour la culture de cellules 
25 tumorales, cette matrice presentant une faible stabilite. 

Ainsi, il reste de pouvoir disposer d'un reactif biologique constant pour la 
culture de cellules malignes tumorales permettant d'obtenir 6 la fols leur adhesion, 
notamment sur un support plastique, et leur proliferation. 

En effet, de tels r6actifs pourront etre avantageusement utilises non seulement 
30 pour la culture de cellules tumorales mais egalement pour P^tablissement de lignees 
cellulaires tumorales issues de tumeur primaire. De telles cultures ou lignees pourront 
etre un outil de choix pour £tudier leurs propri6fes biologiques (acide nucleique» 
protetne, activites enzymatiques), ou encore pour realiser des tests pr6dictifs de 
sensibilit6 aux traitements de tumeurs (chimiothSrapie et radiotherapie). 
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II serait egalement souhaitable de pouvoir disposer de tels reactifs pour un type 
de cancer donn6 permettant la proliferation de cellules tumorales issues d'un 
prelevement d'une tumeur chez un patient En effet la proliferation de telles cellules 
tumorales ou l'etablissement d'une lignee cellulaire £ partir de telles cellules 
5 permettraient l'etude in vitro a court terme des cellules malignes de ce patient et la 
sensibilite de ces cellules malignes au traitement envisage avant son administration au 
patient 

Ceci est justement I'objet de la presente invention. 

Les inventeurs ont mis en evidence de manfere surprenante que des matrices 
10 extracellulaires isol6es, secret6es par des cellules tumorales de mammifere, 
notamment epitheliomateuses, permettaient de faire adherer et proliferer des cellules 
tumorales, et permettaient l'etablissement de Ugn&e cellulaire tumorale etablie a partir 
de cellules tumorales issues d'un echantillon d'une tumeur primaire et/ou 
metastasique, ceci en particulier lorsque ces cellules tumorales que Ton cherche a 
15 culfiver ou dont on cherche & 6tablir une lignee cellulaire etaient issues d'un tissu de 
meme engine embryonnaire que les cellules tumorales secretant ladite matrice. 

Ainsi sous un premier aspect la pr6sente invention a pour objet un proc6d6 de 
preparation d'une matrice extracellulaire isol6e, s6cr6t6e par des cellules tumorales 
d'origine animate, y compris THomme, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
20 suivantes : 

a) la mise en culture desdites cellules tumorales d'origine animale sur un 
support dans des conditions permettant auxdites cellules tumorales d'origine animale 
de proliferer et de secreter ladite MEC ; et 

b) la recuperation de la MEC ainsi formee d£barrass£e desdites cellules 
25 tumorales. 

Dans un mode de realisation prefere, le procede de preparation d'une matrice 
extracellulaire isolfee selon la presente invention est caracterise en ce qu'il comprend 
en outre entre ladite 6tape a) et ladite etape b) I'etape suivante : 

- la lyse desdites cellules tumorales. 
30 Dans un mode de realisation particulierement prefere t le proc£d£ de 

preparation d'une matrice extracellulaire isolee selon la presente invention est 
caracterise en ce que lesdites cellules tumorales d'origine animale sont des cellules 
epitheiiomateuses. 

Dans un mode de realisation egalement pr6fere t le procede de preparation 
35 d'une matrice extracellulaire isolee selon la presente invention est caracterise en ce 
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que lesdites cetlules tumorales sont des cellules d'une lignee cellulaire tumorale 
prealablement etablie £ partir d'une tumeur primaire et/ou d'une proliferation 
metastasique. 

De maniere egalement prefer6e, 1'invention conceme un procede de 
5 preparation d'une matrice extracellulaire isoiee selon la presente invention, caracterise 
en ce que ladite lignee cellulaire tumorale a ete etablie a partir de cellules tumorales 
et/ou metastasique issues d'une tumeur mammaire ou ovarienne. 

De maniere encore plus preferee, invention concerne un procede de 
preparation d'une matrice extracellulaire isoiee selon la presente invention, caracterise 
10 en ce que lesdites cellules tumorales sont des cellules issues d'une tumeur d'origine 
humaine. 

Sous un aspect particulierement prefer6, I'invention a pour objet un proc6d6 de 
preparation d'une matrice extracellulaire isoiee selon la presents invention, caracterise 
en ce que lesdites cellules tumorales sont des cellules issues de la lignee cellulaire 
15 tumorale IGR-OV1 telle que deposee dans les conditions du traite de Budapest d la 
Collection Nationale de Culture de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, Paris, 
(France) sous le numero 1-2893 le 20 juin 2002. 

La lignee cellulaire tumorale IGR-OV1 est une lignee de cellules 6pitheloTdes 
derivees d'une tumeur primitive d'un cancer ovarien humain. Ces cellules cancereuses 
20 se developpent en monocouche et en « grappes » flottantes dans le milieu. Ces 
« grappes » cellulaires sont capables d'adherer au plastique. Reciproquement, les 
cellules adherentes peuvent prolrferer en <( grappes » flottantes et c'est le contingent 
adherent qui est propage (Benard, J. et aL, Cancer Research, 45, 4970-4979, 1985). 

Sous un deuxifeme aspect, I'invention a pour objet une matrice extracellulaire 
25 (MEC) isoiee susceptible d'etre obtenue par un procede de preparation d'une matrice 
extracellulaire Isoiee selon la presente invention. 

Parmi les MEC isoiees selon la presente invention, on preffere tout 
particulierement la MEC isoiee secretee par la lignee cellulaire tumorale IGR-OV1 telle 
que deposee a la CNCM sous le numero I-2893 le 20 juin 2002. 
30 De preference, la MEC isoiee selon la presente invention est conditionn6e sous 

une forme fluide, congeiee, s6chee ou lyophilis6e et, le cas echeant, sterilisee. 

Sous un troisieme aspect, I'invention a pour objet un reacteur pour culture 
cellulaire contenant une MEC isoiee selon la pr6sente invention. 

Sous un quatrieme aspect, I'invention a pour objet un procede de culture de 
35 cellules tumorales selon la presente invention, caracterise en ce qu'il comprend une 
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etape dans laquelle lesdites cellules tumorales sont mises en contact avec une MEC 
isolee selon la presente invention, lesdites cellules tumorales que Ton desire cultiver 
etant differentes de celles a partir desquelles ladite MEC a 6te secretee. 

Sous un cinquieme aspect, Tinvention a pour objet un procede de preparation 
5 d'une lignee cellulaire tumorale etablie a partir de cellules tumorales issues d'un 
6chantillon d'une tumeur primaire et/ou metastasique d'origine animate, y compris 
I'Homme, caracterise en ce que ledit procede met en ceuvre une etape dans laquelle 
les cellules tumorales contenues dans ledit echantillon de la tumeur et dont on cherche 
a obtenir une lignee etablie sont mises en contact avec une MEC isolee selon la 
10 presente invention, lesdites cellules tumorales dont on cherche & obtenir une lignee 
etablie etant differentes de celles a partir desquelles ladite MEC a ete secretee. 

Dans un mode de realisation prefere, le procede de culture de cellules 
tumorales selon la presente invention ou le procede de preparation d'une Iign6e 
cellulaire tumorale selon la presente invention est caracterise en ce que le premier 
15 tissu tumoral dont sont issues les cellules tumorales a partir desquelles ladite MEC a 
ete obtenue et le deuxieme tissu tumoral contenant les cellules tumorales que Ton 
cherche a cultiver ou dont on cherche a etablir une lignee cellulaire sont de meme 
espece animate, y compris THomme. 

Dans un mode de realisation egalement prefere, le proc6de de culture de 
20 cellules tumorales selon la presente invention ou le precede de preparation d'une 
Iign6e cellulaire tumorale selon la pr6sente invention est caracterise en ce que ledit 
premier tissu tumoral et ledit deuxieme tissu tumoral sont issus independamment Tun 
de Tautre du groupe de tumeurs malignes ou benignes, notamment issus de tumeurs 
de Tovaire, du sein, de la prostate ou de la thyroTde. 
25 De pr6terence encore, le proc6d6 de culture de cellules tumorales selon la 

presente invention ou le proc6d6 de preparation d'une lignee cellulaire tumorale selon 
la presente invention est caracterise en ce que ledit premier tissu tumoral est un tissu 
issu d'une tumeur de sein, notamment de la lignee cellulaire tumorale IGR-OV1 et ledit 
deuxieme tissu tumoral est issu de tumeurs malignes ou benignes de Tovaire, du sein, 
30 de la prostate ou de la thyroTde. 

Dans un mode de realisation egalement prefere, le proctede de culture de 
cellules tumorales selon la presente invention ou le procede de preparation d'une 
Iign6e cellulaire tumorale selon la presente invention est caracterise en ce que ledit 
premier tissu tumoral et ledit deuxieme tissu tumoral sont de mSme origine 
35 embryonnaire. 
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Par « mSme origine embryonnaire » pour un tissu tumoral, on entend designer 
dans la presente description des tissus tumoraux derivant des memes tissus primitlfs 
embryonnaires (endoderme, ectoderme ou mesoderme). Par exemple, des tumeurs 
epithfeliomateuses ovarienne et marnmaires seront considerees comme derivant d'une 

5 meme origine embryonnaire puisque les tissus 6pithe!iaux ovariens et marnmaires 
derivent de I'endoderme. 

Dans un mode de realisation 6galement prefer^, le procede de culture de 
cellules tumorales selon la presente invention ou le proc6de de preparation d'une 
lignee cellulaire tumorale selon la presente invention est caracterisS en ce que ledit 

10 premier tissu tumoral et ledit deuxieme tissu tumoral sont d'origine embryonnaire 
differente, de preference derive de I'endoderme et de I'ectodenme, ou inversement. 

Dans un mode de realisation egalement pref6r6, le procede de culture de 
cellules tumorales selon la presente invention ou le procede de preparation d'une 
lignee cellulaire tumorale selon la presente invention est characterise en ce que ledit 

15 premier tissu tumoral et ledit deuxieme tissu tumoral sont independamment Tun de 
I'autre de type mammaire ou ovarien. 

Dans un mode de realisation plus pr6f6re, le procede de culture de cellules 
tumorales selon la presente invention ou le procede de preparation d'une lignee 
cellulaire tumorale selon la presente invention, caracterisfe en ce que ledit premier tissu 

20 tumoral est de type ovarien et ledit deuxieme tissu tumoral est de type mammaire ou 
ovarien. 

Sous un aspect particulterement prefere, I'invention a pour objet un procede de 
culture de cellules tumorales selon la presente invention ou un procede de preparation 
d'une lignee cellulaire tumorale selon la presente invention, caracterise en ce que ledit 
25 premier tissu tumoral et ledit deuxieme tissu tumoral sont d'origine humaine. 

Sous un sixifeme aspect, I'invention a pour objet Tutilisation d'une MEC isolee 
selon la presente invention, comme element d'un milieu de culture pour la culture 
cellulaire de cellules tumorales ou pour Tetablissement d'une Iign6e cellulaire de 
cellules tumorales issues d'une tumeur primaire et/ou d'une proliferation metastasique. 
30 lesdites cellules tumorales etant differentes de celles £ parfc'r desquelles ladite MEC a 
ete secretee. 

Sous un septifeme aspect, I'invention a pour objet une lignee cellulaire tumorale 
etablie obtenue par un procede de preparation d'une lignee cellulaire tumorale selon la 
presente invention. 
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Parmi les lignees cellulaires tumorales etablies pouvant etre obtenues par un 
precede de preparation d'une lignee cellulaire lumorale selon la presente Invention, on 
prefere tout particulierement la lignee cellulaire tumorale denommee IGR-OV-22-AS 
telle que d6posee dans les conditions du traite de Budapest a la CNCM sous le 

5 num£ro 1-2894 le 20 juin 2002 ou la lignee cellulaire tumorale denommee IGR-BR-11- 
NS telle que deposee dans les conditions du traite de Budapest a la CNCM sous le 
numero I-2895 le 20 juin 2002. 

La lignee cellulaire tumorale denommee IGR-OV-22-AS a ete etablie a partir de 
cellules epitheliomateuses contenues dans un pn§l£vement d'ascite peritoneale 

10 carcinomateuse d'un adenocarcinome epithelial ovarien humain et sur un contexte 
gen6tique de predisposition au syndrome de cancer du sein et/ou ovaire, le cancer 
epithelial ovarien s'etant developpe chez une patiente constitutionnellement 
heterozygote pour le gene BRCA2 (mutation d'un allele du gene). Ces cellules 
cancereuses epitheliomateuses se developpent en monocouche. 

15 Cancer humain de sein, cellules epitheliomateuses issues d'un nodule. 

La lignee cellulaire tumorale denommee IGR-BR-11-NS a et6 nouvellement 
etablie sur contexte gdnetique de predisposition au syndrome cancer sein/ovaire, chez 
une patiente heterozygote BRCA1 (mutee pour un allele du gdne). 

Ces cellules cancereuses 6pith6liomateuses se developpent egalement en 

20 monocouche. 

Sous un huitieme aspect. I'invention a pour objet une methode de selection 
d'un compose capable d*inhiber la croissance et/ou la proliferation de cellules 
tumorales, caracteris6e en ce qu'elle comprend les etapes suivantes : 

a) la culture desdites cellules tumorales comprenant au moins une 6tape de 
25 culture sur une MEC isolee selon la presente invention, lesdites cellules tumorales 

6tant differentes de celles & partir desquelles ladite MEC a 6te s6cr6t6e ; 

b) la mise en contact dudit compose avec les cellules tumorales obtenues a 
Tetape a) dans des conditions permettant normalement leur croissance et/ou leur 
proliferation ; et 

30 c) la selection dudit compose si celui-ci est capable d'inhiber la croissance 

et/ou la proliferation desdites cellules tumorales. 

Dans un mode de realisation prefere, la mfethode de selection d'un compose 
selon la pnlsente invention est caract6risee en ce que ladite MEC isolee £ Tetape a) 
est la MEC secretee par la lignee cellulaire tumorale IGR-OV1 telle que deposee a la 

35 CNCM sous le numero I-2893 le 20 juin 2002. 



WO 2004/011596 



PCT/FR200J/002376 




Dans un mode de realisation plus prefere, Pinvention a pour objet une methode 
de selection d'un compose capable d'inhiber la croissance et/ou la proliferation de 
cellules tumorales, nolamment de cellules tumorales d'une tumeur ovarienne, de 
preference humaine, ou de cellules tumorales de mfime origine embryonnaire qu'une 
5 cellule ovarienne, caracteris6e en ce qu'elle comprend les etapes suivantes : 

a) la mise en contact dudit compost avec une culture de cellules issue de la 
lignee cellulaire tumorale IGR-OV-22-AS telle que deposee a la CNCM sous le numero 
1-2894 le 20 juin 2002 ; et 

b) la selection dudit compose si celui-ci est capable d'inhiber la croissance 
10 et/ou la proliferation desdites cellules tumorales. 

Dans un mode de realisation 6galement plus pr6fer6, Pinvention a pour objet 
une m§thode de selection d'un compose capable d'inhiber la croissance et/ou la 
proliferation de cellules tumorales, notamment de cellules tumorales d'une tumeur 
mammaire, de preference humaine, ou de cellules tumorales de mime origine 
15 embryonnaire qu'une cellule mammaire, caracteris6e en ce qu'elle comprend les 
stapes suivantes : 

a) la mise en contact dudit compos6 avec une culture de cellules issue de la 

lignee cellulaire tumorale d'origine humaine IGR-BR-11-NS telle que dSposee a la 

CNCM sous le num6ro I-2895 le 20 juin 2002 ; et 
20 b) la selection dudit compose si celui-ci est capable d'inhiber la croissance 

et/ou la proliferation desdites cellules tumorales. 

Dans un mode de realisation egalement plus prefere, Pinvention a pour objet 

une mfethode de selection d'un compos6 capable d'inhiber la croissance et/ou la 

proliferation de cellules tumorales d'un patient atteint d'une tumeur a partir d'un 
25 echantillon de cellules tumorales pr6Iev6es prealablement chez ledit patient, 

caract6ris6e en ce qu'elle comprend les etapes suivantes : 

a) Petablissement d'une Iign6e cellulaire tumorale a partir desdites cellules 

tumorales prelevees chez le patient par un procede de preparation d'une Iign6e 

cellulaire tumorale etablie par un proc6de selon la presente invention ; 
30 b) la mise en contact dudit compose avec un 6chantfllon de la lignee cellulaire 

tumorale obtenue a P6tape a) dans des conditions permettant normalement leur 

croissance et/ou leur proliferation ; et 

c) la selection dudit compos6 si celui-ci est capable d'inhiber la croissance 
et/ou la proliferation des cellules de la Iign6e cellulaire tumorale. 
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Sous un neuvieme aspect, Pinvention a pour objet Putilisation d'un compose 
pour la preparation d'un medicament destine au traitement d'un cancer caracterisee en 
ce que ledit compose est s6Iectionn6 par un procede de selection selon la presente 
invention. 

5 De maniere pr6f6r§e, Pinvention concerne Putilisation d'un compose selon la 

pr6sente invention, pour la preparation d'un medicament destine au traitement du 
cancer du sein ou des ovaires. 

Sous un dixieme aspect, I'invention a pour objet une methode de diagnostic ou 
de pronostic in vitro par analyse chromosomique, notamment par cytogenetique et 

10 FISH interphasique, de cellules tumorales prealablement preiev6es chez un patient, 
caracterisee en ce qu'elle comprend une etape dans laquelle lesdites cellules 
tumorales prealablement prelevees que Ton desire tester sont mises en culture sur 
une MEC isotee selon la presente invention, lesdites cellules tumorales etant 
differentes de celles a partir desquelles ladite MEC a ete secretee. 

15 Dans un mode de realisation prefers, la methode de diagnostic ou de pronostic 

in vitro par analyse chromosomique de cellules tumorales prealablement pr6ievees 
chez un patient est caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes suivantes : 

a) 1'etablissement d'une lignee cellulaire tumorale a partir desdites cellules 
tumorales par un proc6d6 de preparation d'une lignee cellulaire tumorale etablie par un 

20 procede selon la presente invention ; et 

b) I'analyse chromosomique d'un 6chantilIon de cellules de ladite lignee 
obtenue a I'etape a) dans des conditions permettant leur croissance et/ou leur 
proliferation ; et 

c) la mise en evidence d'une alteration g6netique d'un ou plusieurs 
25 chromosomes par une technique permettant de detecter de telles alterations, 

notamment par I'analyse karyotypique ou par la technique dite de FISH interphasique. 

Le genome des cellules tumorales se caracterise par un ensemble d'alt6rations 
genetiques : gain et/ou perte de regions chromosomiques. Le cytogeneticien r6veie, 
en routine, ces alterations & 1'alde notamment de deux techniques : I'analyse 
30 karyotypique et I'analyse par FISH (« Fluorescent In Situ Hybridization »), techniques 
bien connues de Phomme de Tart dont nous rappelons ici que certaines etapes afin de 
noter Pbnportance de pouvoir disposer de cellules tumorales possedant une capacite 
proliferative. 

- Analyse karyotypique aprfes culture in vitro des cellules tumorales 
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Vingt-quatre heures apres ensemencement des cellules tumorales, une 
solution de colchicine est ajoutee au milieu de culture. Les cellules qui ont adh6r6 au 
plastique et qui ont engage une proliferation, vont se trouver bloqu^es en mitose 
revelant ainsi leurs chromosomes. Le rendement des mitoses dans ces conditions est 
5 tres variable selon le type de tumeur et la capacity proliferative du tissu tumoral. 

- Analyse par FISH interphasique sur appositions cellulaires 

L'apposition d'un fragment tumoral sur une lame d'observation cytologique 
permet le d6p6t de cellules malignes et, apres fixation, une analyse par hybridation 
fluorescente in situ. Cette analyse ne necessite pas de cellules en mitose mais 

10 s'applique a toutes les cellules, la majority etant en interphase, une petite minority 
etant en mitose permet de visualiser les chromosomes. 

Les cellules tumorales epitheiiomateuses en presence de matrice 
extracellulaire selon Hnvention, notamment issue de la lignee IGR-OV1 vont adherer, 
se differencier et proliferer. Ainsi, selon la technique mlse en ceuvre par le 

15 cytogeneticien pour mettre en evidence les alterations gen6tiques de cellules 
tumorales, la matrice extracellulaire de ['invention apporte les ameliorations suivantes. 

- Pour Panalyse karyotypique 

L'analyse karyotypique necessitant une culture cellulaire pr6alable pour 
recruter des cellules en mitoses. Ces cultures sont realisees habituellement sur un 

20 support plastique, ce qui ne favorise pas en particuller Fadhesion et la proliferation des 
cellules canc6reuses epitheliomateuses. Le rendement de l'analyse est tres faible, du 
fait d'un nombre limite de mitoses. La culture en presence de matrice extracellulaire 
selon I'invention favorisant I'adh6sk>n specffique aux cellules tumorales et leur 
proliferation, le nombre de mitoses de cellules tumorales recrutees par la matrice sera 

25 beaucoup plus importante. 

- Pour l'analyse FISH 

Sur une lame presentant la matrice extracellulaire prealablement prepare, la 
presence de la matrice extracellulaire selon I'invention appos6e sur la lame permet 
une adhesion accrue des cellules cancereuses. Les empreintes tumorales r6alisees 
30 sur la matrice seront plus riche en cellules et reduiront le temps d'analyse. 

Sous un dernier aspect, I'invention a pour objet un kit pour la culture de cellules 
tumorales, notamment issues de tumeur mammaire ou ovarienne, ou pour 
Tetablissement de lignee cellulaire issue desdites cellules tumorales, comprenant une 
MEC selon invention. 
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La presente invention concerne en outre un support solide, notamment une 
lame de verre, sur laquelle est apposee une matrice extracellulaire selon la presente 
invention et son utilisation pour I'analyse chromosomique de cellules tumorales. 

Les exemples suivants ont ete choisis pour fournir a I'homme de Tart une 
5 description complete afin de pouvoir realiser et utiliser la presente invention. Ces 
exemples ne sont pas destines a limiter la portee de ce que les inventeurs considered 
comme leur invention, ni destinees a montrer que seules les experiences ci-apres ont 
et6 effectuees. 

10 Exemples 

Exemple 1 : Preparation d'une matrice extracellulaire obtenue a partir de la lignee 
IGR- OV1 

1 ) Mise en culture des cellules IGR-OV1 

Les cellules IGR-OV1 (temps de doublement 25h environ) sont culth/ees entre 
15 les passages 170 et 210 correspondent a environ 500 generations, nombre de 
generations garantissant la stabilite de la lignee. Une fois la confluence atteinte, les 
cellules sont passees au 1/3 dans des flacons de culture de 25 cm , cultiv6es dans 
5 ml de RPMl 1640 supplements par 10% de serum foetal de veau. Apres 3 jours de 
culture en incubateur, a 37°C en presence de 5 % de C0 2 , la confluence des cellules 

20 epitheliomateuses est atteinte. 

2) Preparation de la matrice 

Le milieu de culture surmontant les cellules confluentes est elimine et remplac6 
par du tampon PBS (tampon phosphate salin) dSpourvue de calcium et de magn6sium 
et preincute & 37°C. Cette operation est renouvelee 3 fois, elle permet d'6Hminer les 
25 proteines du milieu de culture dont la presence altererait la reproductibllite de la lyse 
cellulaire. Les volumes des 3 tampons successifs sont les suivants : 

- 1 ml par puits d'une plaque de 24 puits, 

- 2 ml par puits d'une plaque de 6 puits, 

2 

- 5 ml pour un flacon de culture de 25 cm , 

2 

30 - 10 ml pour un flacon de culture de 75 cm . 



confluentes. L'incubation est fafte dans I'incubateur a C0 2 ^ 37°C pendant 6 minutes. 



Apres la troisferne dScantation du PBS, le meme volume de NH 4 OH 0,02 M 
prechauffe a 37°C est vers6 sur les parois du flacon avant d'etre applique aux cellules 



WO 2004/011596 



12 



PCT/FR2003/002376 



Si a Tissue de ce temps d'incubation la lyse n'est pas totale, elle est poursuivie par 
tranches de 30 secondes. Lorsque tous les corps cellulaires ont disparu, l f arr§t se fait 
alors par decantation de la solution ammoniaquee qui est tres visqueuse (ADN 
genomique Iib6r6 par les cellules). Le lavage de la matrice se fait par le cycle addition- 
5 decantation a 3 reprises du merne volume de PBS que le volume de lyse. Le premier 
lavage peut encore etre visqueux. Les lavages doivent §tre efficaces mais 
sufRsamment doux pour ne pas endommager la matrice. 

3) Conservation de la matrice 

Les fiacons et les plaques de culture contenant la matrice sont conserves sous 
10 sacs thermo-soudes dans le 14 du volume du culture d'un milieu PBS contenant des 
antibiotiques, I'ensemble a 4°C. La matrice ainsi preparee peut etre utilisee entre le 
^eme e ^ ^ 2 -| 6me j Q ur suivant sa preparation sans degradation. 

4) Materiel et milieux necessaires 
Materiel : 

15 - plaques de culture Costar (boTte de 6, 24 et 96 puits) ; 

- fiacons de culture Nunc de 25 et 75 cm 2 . 
Milieux de culture : 

• RPM1 1640 Gibco BRL supplements en : 

- 2 mM glutamine, 

20 - en antibiotiques : vancomycine (12 pg/ml), gentamycine (10 pg/ml) et 

fungizone (2 pg/ml). 

Le milieu ainsi reconstitu6 est tamponn6 par 10 mM final d'HEPES. 

• Serum foetal de veau d'origine canadienne, St6 Biomedia ; 

• PBS (PBS pour « Phosphate Buffer Salts ») sans calcium ni magnesium Gibco ; 

25 • Milieu de conservation de !a matrice : PBS sans calcium ni magnesium Gibco en 
presence des antibiotiques et £ la concentration finale indiquee ci-dessus. 

Exemple 2 : Obtention de deux Hgn6es 6pitheliomateuses : IGR-OV-22 et IGR-BR-11 
A) Etablissement de la lignee epitheliomateuse IGR-0V-22 

30 

Le cancer de Tepithelium ovarien se developpe sous la forme d'une tumeur 
solide ovarienne loco-regionale et d'une ascite periton6ale contenant des cellules 
epitheliomateuses. 
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La tumeur primitive (TP) et I'ascite (Asc) prealablement preleves chez une 
patiente a contexte familial de susceptibilite du cancer du sein et/ou de I'ovaire, 
patiente constitulionnellement heterozygote pour le gene BRCA2, ont ete receptionnes 
par le laboratoire d'anatomo-pathologie. 

5 1) Preparation de la tumeur 

II a ete pratique dans la tumeur des ponctions a I'aide d'une aiguille (22 
gauges) et d'une seringue d'1 ml (type insufine) prealablement heparinee. Le contenu 
de la seringue est repris dans un grand volume de RPMI 1640 - 10 % serum foetal de 
veau, puis centrifuge. Les hematies contaminant le culot cellulaire sont eliminees par 

10 un choc hypotonique a I'aide d'eau distillee sterile. La suspension cellulaire est de 
nouveau centrifugee et enfin reprise dans 4 ml de RPMI 1640 - 10 % serum fcetal de 
veau ce qui a permis d'obtenir une suspension de cellules epitheliomateuses a 7,5 x 
10 5 cellules/ml. La suspension cellulaire ainsl preparee est ensemencee dans les 12 
puits d'une plaque de culture presentant la matrice extracellulaire secretee par la 

15 lignee IGR-OV1 prealablement preparee (matrice pr6paree depuis 17 jours). La 

5 2 

densite d'ensemencement est importante, environ 3x10 cellules / 4,5 cm . 

2) Preparation de I'ascite 

Un grand volume d'ascite preleve a ete centrifuge en presence de RPMI 1640 - 
10 % serum foetal de veau. Le culot de population cellulaire obtenu a ete ensuite traite 
20 dans les memes conditions que celles precedemment decrites pour la tumeur. Les 
cellules epitheliomateuses ont ete ensemencees dans une plaque de 24 puits 
presentant la matrice extracellulaire secretee par la lignee IGR-OV1 et en utilisant les 
memes concentrations cellulaires indiquees ci dessus. 

3) Culture in vitro des cellules Epitheliomateuses de la tumeur et de I'ascite 

25 L'observation tous les quatre jours des cultures a permis d'objectiver des 

cellules epitheliomateuses adherent au substrat, se differenciant (au vu de leur 
morphologie) et proliferarrt. 

Lorsque la confluence a ete observee, les cellules ont ete trypsinees a I'aide de 
trypslne-EDTA 0,025 %, reprises par le milieu RPM1 1640 - 10 % serum foetal de veau 
30 et reensemencees sur matrice aux memes densites d'ensemencement initial. 

Apres amplification des deux populations cellulaires, TP et Asc, dans des 

bottes de culture a 12 puits pendant 5 passages, les 5 passages suivants ont ete 

2 

realises dans des flacons de culture de plus grande surface de culture, solt 25 cm , 
presentant a nouveau la matrice extracellulaire. 
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A Hssue de ces 10 passages sur matrice extracellulaire, les cellules 
epitheliornateuses sont capables de se propager directement sur plastlque. Les 
cellules tumorales TP et Asc ayant subi 20 passages, les sous-lignees IGR-OV22-Asc 
et IGR-OV22-TP sont consid6rees comme etablies presentant un phenotype tumoral 
5 similaire et typiquement epith6liomateux. 
B) Etablissement de la lignee 1GR-BR-11 

La tumeur primitive (TP) d'un cancer mammaire pr6alablement prelevee chez 
une patiente d contexte familial de susceptibilite du cancer du sein et/ou de Fovaire, 
patiente constitutionnellement heterozygote pour le gene BRCA1, a 6t6 r6ceptfonn6e 
10 par le laboratoire d'anatomo-pathologie. 

Le protocole indlque pour I'etablissement de la lignee IGR-OV-22 (TP), en 
particulier les concentrations initiates d'ensemencement, a ete strictement identique 
pour I'etablissement de cette lignee IGR-BR-11. A Tissue de 10 passages en presence 
de matrice extracellulaire, les cellules epitheliornateuses ont ete cultivees h raison de 
15 30 passages sur plastique en Tabsence de matrice extracellulaire. La Iign6e IGR-BR- 
1 1 a 6t6 ainsi etablie. 

Exemple 3 : Culture de cellules epitheliales tumorales de differents types 
histologiques et de malignit6 variable a partir de la MEC issue de la lignee cellulaire 
20 tumorale IGR-OV1 

Des mises en primoculture (P0) initiees sur la MEC issue de la lignee cellulaire 
tumorale IGR-OV1, suivies de passages successlfs (P1, P2, ...) ont 6t6 r6alisees avec 
succes avec des cellules issues de : 
A) Tumeurs malignes 
25 1) Tumeurs canc6reuses du sein (n=8) 
R^sultats : 

- Deux PO suivies chacune de P1 ; et 

- Une Iign6e etablie (P40). 

Sort un score de reusslte de 3/8 (35 %). 
30 2) Tumeurs canc&reuses de Tovaire (n=5) 
Resultats : . 

- Trois P0 ; et 

- Une P0 suivie de P1 f P2 f P3 et P4. 
Soit un score de reusslte de 4/5 (80 %). 

35 3) Tumeurs canc6reuses de la prostate (n=2) 
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- Une PO suivie de P1 et P2. 
Soit un score de reussite de 1/2 (50 %). 
4) Cancers papillaires de la thyroTde (n=2) 

- Deux PO suivies chacune de P1 
5 Soit un score de reussite de 2/2 (100 %). 

B) Tumeurs a la limite de la maliqnite et tumeurs beniqnes 

1 ) Tumeur « Border-line » de I'ovaire (n=7) 

- Trois P0 suivies de P1 ; et 
10 -DeuxPO. 

Soit un score de reussite de 5/7 (70 %). 

2) Goitre thyroYdten (n=1) 

-Un PO. 

Soit un score de reussite de 1/1 (100 %). 

15 Ainsi, des primocultures de cellules 6pitheliales cancereuses ont ete pratiqu6es 

avec succ&s sur MEC non seulement pour les differentes tumeurs malignes 
suivantes : sein, 3/8 (35 %), ovaires 4/5 (80 %) f prostate 1/2 (50 %), thyroTde 2/2 (100 
%) ; mais aussi sur des tumeurs ovariennes d la Hmite de la malignite 5/7 (70 %) et 
tumeurs b6nigne thyroTdlenne, 1/1 (100%). 

20 Ces resultats indiquent dont Tinteret des MEC selon la pr6sente invention la 

matrice IGR-XC pour la culture de tumeurs 6pith6liales de differents types 
histologiques et de malignite variables (16/25 soit 65 %) ainsi que pour Tetablissement 
de nouvelles Ilgn6es cellulaires. 
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REVENPICATIONS 

1/ Procede de preparation d'une matrice extracellulaire (MEC) iso!6e, 
secretee par des cellules tumorales d'origine animate, y compris rHomme, caracterise 
5 en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) la mise en culture desdites cellules tumorales d'origine animate sur un 
support dans des conditions permettant auxdites cellules tumorales d'origine animate 
de proliterer et de secrfeter ladite MEC ; et 

b) la recuperation de la MEC ainsi formee debarrassee desdites cellules 
10 tumorales. 

21 ProcedS de preparation d'une MEC isolee selon la revendication 1, 
caracteris6 en ce qu'il comprend en outre entre ladite 6tape a) et ladite etape b) I'etape 
suivante : 

- la iyse desdites cellules tumorales. 
15 3/ Proc£d£ selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que lesdites 

cellules tumorales d'origine animate sont des cellules £pith£liomateuses. 

4/ Procede selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce que 
lesdites cellules tumorales sont des cellules d'une lignge cellulaire tumorale 
pr6alablement 6tablie & partir d'une tumeur primaire et/ou d'une proliferation 
20 metastasique. 

5/ Proc6d6 selon la revendication 4, caracterise en ce que ladite lign6e 
cellulaire tumorale a £t£ 6tablie & partir de cellules tumorales et/ou metastasiques 
issues d'une tumeur mammaire ou ovarienne. 

6/ Proced§ selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise en ce que 
25 lesdites cellules tumorales sont des cellules issues d'une tumeur d'origine humaine. 

71 Proc6d6 selon Tune des revendications 1 a 6, caracterise en ce que 
lesdites cellules tumorales sont des cellules issues de la lignee cellulaire tumorale 
IGR-OV1 telle que depos6e a la CNCM sous le numero I-2893 le 20 juin 2002. 

8/ MEC isolee obtenue par un proc&te selon Tune des revendications 1 & 

30 7. 

9/ MEC isol6e selon la revendication 8, secretee par la lignee cellulaire 
tumorale IGR-OV1 telle que deposee a la CNCM sous le numero I-2893 le 20 juin 
2002. 

10/ MEC isolee selon la revendication 8 ou 9, conditionnee sous une forme 
35 fluide, congelee, sechee ou lyophilis6e et, le cas ecfteant, sterifis6e. 
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11/ Proc6de de culture de cellules tumorales, caracteris6 en ce qu'il 
comprend une 6tape dans laquelle lesdites cellules tumorales sont mises en contact 
avec une MEC isolee selon Tune des revendications 8 a 10, lesdites cellules tumorales 
que Ton desire cultiver etant differentes de celles a partir desquelles ladite MEC a ete 
5 secretee. 

12/ Procede de preparation d'une lignee cellulaire tumorale etablie £ partir 
de cellules tumorales issues d'un echantillon d'une tumeur primaire et/ou m6tastasique 
d'origine animate, y compris PHomme, caract6rise en ce que ledit proc6de met en 
ceuvre une 6tape dans laquelle les cellules tumorales contenues dans ledit echantillon 

10 de la tumeur et dont on cherche d obtenir une Iign6e 6tablie sont mises en contact 
avec une MEC isolee selon I'une des revendications 8 a10, lesdites cellules tumorales 
dont on cherche d obtenir une Iign6e 6tablie etant differentes de celles a partir 
desquelles ladite MEC a ete s6cr6tee. 

13/ Procede selon Tune des revendications 11 et 12, caracteris§ en ce que 

15 le premier tissu tumoral dont sont Issues les cellules tumorales a partir desquelles 
ladite MEC a ete obtenue et le deuxieme tissu tumoral contenant les cellules tumorales 
que Ton cherche a cultiver ou dont on cherche d 6tablir une lignee cellulaire sont de 
meme esp^ce animate, y compris I'Homme. 

14/ Procede selon Tune des revendications 11 a 13, caract6ris6 en ce que 

20 ledit premier tissu tumoral et ledit deuxieme tissu tumoral sont de meme origine 
embryonnaire. 

15/ Procede selon Tune des revendications 11 6 13, caract6rise en ce que 
ledit premier tissu tumoral et ledit deuxieme tissu tumoral sont d'origine embryonnaire 
differente. 

25 16/ Proc6d§ selon Tune des revendications 11 a 15, caracteris6 en ce que 

ledit premier tissu tumoral et ledit deuxfeme tissu tumoral sont independamment Tun 
de I'autre de type mammaire ou ovarien. 

17/ Proc6de selon Tune des revendications 11 d 16, caracterise en ce que 
ledit premier tissu tumoral est de type ovarien et ledit deuxieme tissu tumoral est de 
30 type mammaire oil ovarien. 

18/ Proc6d6 selon I'une des revendications 11 a 17, caracteris6 en ce que 
ledit premier tissu tumoral et ledit deuxfeme tissu tumoral sont d'origine humaine. 

19/ Utilisation d'une MEC isolfee selon Tune des revendications 8 a 10, 
comme Element d'un milieu de culture pour la culture cellulaire de cellules tumorales 
35 ou pour I'etablissement d'une lignee cellulaire de cellules tumorales issues d'une 
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tumeur primaire, lesdites cellules tumorales etant differentes de celles a partir 
desquelles ladite MEC a ete s6cr6t6e. 

20/ Lignee cellulaire tumorale etablie obtenue par un precede selon Tune 
des revendications 12 a 18. 
5 21/ Lignee cellulaire tumorale selon la revendication 20, denomm6e lGR- 

OV-22-AS telle que depos6e a la CNCM sous le num6ro I-2894 le 20 juin 2002. 

22/ Lign6e cellulaire tumorale selon la revendication 20, d6nornmee IGR- 
BR-11-NS telle que depos6e a la CNCM sous le num6ro U2895 le 20 juin 2002. 

23/ Methode de selection d'un compose capable d'inhiber la croissance 
10 et/ou la proliferation de cellules tumorales, caracterisee en ce qu'elle comprend les 
etapes suivantes : 

a) la culture desdites cellules tumorales comprenant au moins une 6tape de 
culture sur une MEC isolee selon Tune des revendications 8 a 10, lesdites cellules 
tumorales <§tant differentes de celles & partir desquelles ladite MEC a ete s6cret6e ; 
15 b) la mise en contact dudit compost avec les cellules tumorales obtenues a 

I'etape a) dans des conditions permettant normalement leur croissance et/ou leur 
proliferation ; et 

c) la selection dudit compost si celui-ci est capable d'inhiber la croissance 
et/ou la proliferation desdites cellules tumorales. 
20 24/ Methode de selection d'un compost sebn la revendication 23, 

caracterisee en ce que ladite MEC isolee a I'etape a) est la MEC secretee par la lignee 
cellulaire tumorale IGR-OV1 telle que d6pos6e a la CNCM sous le num6ro I-2893 le 20 
juin 2002. 

25/ Methode de selection d'un compose capable d'inhiber la croissance 
25 et/ou la proliferation de cellules tumorales, caracterisee en ce qu'elle comprend les 
etapes suivantes : 

a) la mise en contact dudit compose avec une culture de cellules issue de la 
Iign6e cellulaire tumorale IGR-OV-22-AS telle que deposee a la CNCM sous le num6ro 
I-2894 le 20 juin 2002 ou de la lignee cellulaire tumorale d'origine humaine IGR-BR-11- 

30 NS telle que d£pos£e a la CNCM sous le numtSro 1*2895 le 20 juin 2002 ; et 

b) la selection dudit compose si celui-ci est capable d'inhiber la croissance 
et/ou la proliferation desdites cellules tumorales. 

26/ Methode de selection d'un compos6 capable d'inhiber la croissance 
et/ou la proliferation de cellules tumorales d'un patient atteint d*une tumeur a partir 
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d'un echantillon de cellules tumorales prelevees prealablement chez ledit patient, 
caract6risee en ce qu'elle comprend les etapes suivantes : 

a) retablissement d'une lignee cellulaire tumorale a partir desdites cellules 
tumorales prelevees chez le patient par un proc6d6 de preparation d'une lignee 

5 cellulaire tumorale etablie selon Pune des revendications 12 & 18 ; 

b) la mise en contact dudit compose avec un echantillon de la Iign6e cellulaire 
tumorale obtenue a P6tape a) dans des conditions penmettant normalement leur 
croissance et/ou leur proliferation ; et 

c) la selection dudit compost si celui-ci est capable d'inhiber la croissance 
10 et/ou la proliferation des cellules de la lignee cellulaire tumorale. 

27/ M6thode de diagnostic ou de pronostic in vitro par analyse 
chromosomique, notamment par cytogenetique et FISH interphasique de cellules 
tumorales prealablement pr6lev6es chez un patient, caract6ris6e en ce quelle 
comprend une 6tape dans laquelle lesdites cellules tumorales prealablement prelev6es 

15 que I'on d6sire tester sont mises en culture sur une MEC isolee selon Tune des 
revendications 8 a 10, lesdites cellules tumorales etant diffdrentes de celles a partir 
desquelles ladite MEC a ete secretee. 

28/ Methode de diagnostic ou de pronostic in vitro par analyse 
cytog§netique de cellules tumorales prealablement prelevees chez un patient, 

20 caract6risee en ce qu'elle comprend les stapes suivantes : 

a) Petablissement cfune lignee cellulaire tumorale a partir desdites cellules 
tumorales par un proc6d6 de preparation d'une lignte cellulaire tumorale etablie selon 
Tune des revendications 12 & 18 ; et 

b) I'analyse cytogSnetique d'un Echantillon de cellules de ladite lignee obtenue 
25 a I'etape a) dans des conditions penmettant leur croissance et/ou leur proliferation. 

297 Kit pour la culture de cellules tumorales, notamment issues de tumeur 
mammaire ou ovarienne, ou pour retablissement de lignee cellulaire issue desdites 
cellules tumorales, comprenant une MEC selon Tune des revendications 8 d 10. 

30/ Fteacteur pour culture cellulaire contenant une MEC isolee selon Tune 
30 des revendications 8 a 10. 
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